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　　Blood　coagulation　Factor　XIII　（F．　XIII）　occurs　as　a　zymogen　in　plasma，　platelets　and　placenta．
Plasma　F．　XIII　is　composed　of　a－subunits　and　b－subunits，　forming　tetramer（a2　b2），　whereas
intracellular　F．　XIII　is　composed　of　a－subunits　only，　forming　dimer　（a2）．
　　Limited　proteolysis　of　a－subunit　by　a　high　concentration　of　thrombin　produces　a　N－terminal　4－kDa
activation　peptide，　a　56－kDa　fragment　to　which　the　active　site　is　localized　and　a　C－termina124－kDa
fragment．
　　Monoclonal　antibody　（MAb）　to　F．　XIII　could　be　useful　for　analysing　the　structure　and　function
of　F．　XIII．　So　far　most　of　MAbs　to　F．　XIII　have　been　produced　are　lgM．　As　compared　with　lgM，　lgG
is　of　lower　molecular　weight　and　of　higher　affinity，　so　that　it　is　relatively　stable　in　solution　and
useful　for　immunohistochemical　staining．
In　order　to　obtain　lgG　MAb　to　a－subunit，　BALB／c　mice　were　immunized　with　purified　a2　thirteen
times．　Spleen　cells　from　the　immunized　mice　were　fused　with　NS－1　mouse　myeloma　cells　using
polyethylene　glycol．　The　hybridomas　which　grew　in　HAT　medium　were　screened　by　an　ELISA　．with
anti－mouse　lgG　as　second　antibody．　Positve　clones　were　recloned　by　limiting　dilution，　and　selected
clones　were　expanded　in　ascites　fluid．　lt　was　confirmed　by　immunoblotting　that　the　obtained
monoclonal　antibody　recognized　the　80－kDa　a－subunit，　and　it　was　purified　by　affinity　chromatogra－
phy　on　protein　A－agarose．
　　The　obtained　lgG　monoclonal　antibody　to　a－subunit　（M13－8A4）　was　lgGi　in　subclass　and　had　x
light　chains．　lt　was　confirmed　by　immunoblotting　that　its　epitope　was　present　in　the　24－kDa
fragment．
　　M13－8A4　was　characterized　with　respect　to　differential　binding　to　the　various　molecular　forms　of
F．　XIII　and　to　inhibition　of　F．　XIII　activity．　As　a　result，　M13－8A4　bound　preferentially　to　the
zymogen　a2　rather　than　the　thrombin－cleaved　intermediate　a’2　or　the　active　enzyme　a’2　in　purified
systems．　lnhibition　of　enzyme　activity　was　not　observed．　This　result　could　be　explained　by　the　fact
that　the　active　site　is　not　localized　to　the　24－kDa　fragment．
（1991年12月10日受付，1991年12月17日受理）
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1．緒 言
東京医科大学雑誌
　血液凝固XIII因子はフィブリン安定化因子とも
呼ばれ，酵素活性を有する他の血液凝固因子がすべ
てセリンプロテアーゼであるのに対し，XIII因子の
みはトランスプルタミナ一図に属する．血漿中の
XIII因子は分子量約80，000のaサブユニットとキ
ャリアプロテインと考えられている分子量約
75，000のbサブユニットがそれぞれダイマーを形
成し1），さらに非共有結合によりa2b、複合体として
存在している．血小板，子宮，胎盤，前立腺，筋肉
などの組織ではaサブユニットのみのダイマーで
あるa、の形で存在している．
　XIII因子の活性化は，まず，トロンビンの限定分
解によってaサブユニットのArg－37とGly－38が
切断され2），4－kDaのアクチベーションペプチド
が遊離してa’2b2となることで開始する．次にカル
シウムイオンによりa’2とb2が解離し，さらに立
体構造の変化によって活性中心であるSH基が露
出されて酵素活性を持つa＊、となる3）．XIII因子は，
フィブリンγ鎖間4），α鎖間5）でグルタミン残基と
リジン残基のイソペプチド結合であるクロスリンク
（架橋形成）をもたらし，強固なフィブリン塊を形成
して安定化フィブリンにする．
　血漿：中および組織中のXIII因子の構造や機能の
詳細な解析には，モノクローナル抗体（MAb）が有
用であると思われる．しかし，これまでの報告では
ヒトXIII因子aサブユニットに対するMAbは，
ほとんどのものがIgMタイプであった6）．一般に，
IgMタイプのMAbはIgGタイプに比べ分子量が大
きく，多価であるが親和性が低い7）．このため，抗原
蛋白の免疫組織化学的解析等に不利である．今回著
者は長期マウス免疫によりXIII因子aサブユニッ
トに対するIgGタイプのMAbを作製し，その特
性を検討した．
II．実験材料
　1．XIII因子aサブユニット：ヒト胎盤より抽出
精製したXIII因子製剤，フィプロガミン（Behring－
werke一睡）を使用した．
　2．a、　b，複合体＝標準血漿を56℃で4分間インキ
ュベートし，3000r．　p．　m　20分間遠心後の上清を分
離して脱フィブリノゲン血漿を作成し，a、　b、複合体
として使用した．
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　3．抗ヒトXIII因子aサブユニット血清（Behr－
ing　werke社製）
　4．ビオチン標識抗ラビットおよびマウスIgG抗
体，アルカリフォスファターゼ（ALP）標識抗マウ
スIgG抗体（Tago社製）
　5．ALP標識ストレプトアビヂン（BRL即製）
　6．ALP標識抗マウスIgGサブクラス（lgG、，
IgG2。，　IgG2b，　IgG3）抗体，純化マウスIgG（Zymed
社製）
　7．抗マウスκ鎖およびλ鎖家兎血清（Miles社
団）
　8．　p－Nitorophenyl　Phospate　（p　NPP）　Tablets，
トロンビン，ヒルジン（Sigma年頃）
　9．ベクステインABCキット（Vector社章）
　10．イモビロン膜（MILLPORE陶製）
　11．マイクロタイタープレート（三光純薬株式会
社製）
　12．アフィゲルプロテインAMAPS－IIキット
（BIO－RAD社日）
　13．XIII因子テストキット（Behringwerke社
製）
　14．イアトローFL　F．　XIIIキット（ヤトロン社製）
III．実験方法
　1．XIII因子aサブユニット（a、）の純化
　フィプロガミンをPharmacia　Fine　Chemica1上
製ブルー・セファロースCL－6　Bカラムを用いたク
ロマトグラフィーにより粗純化した8）．
　さらに，50mM　Tris，1mM　EDTA，　pH　7．4（緩
衝液A）にて透析後，イオン交換法を用いた高速液
体クロマトグラフィー（HPLC）にて純化した9）．す
なわち，緩衝液Aで平衡化したWaters別製の
DEAEカラムに粗純化したa2を添加し，0－0．5M
NaC　1の直線型濃度勾配を用いて60　ml／h．の流速
で溶出した最初のピークの蛋白として得た．この蛋
白は，SDS一ポリアクリルアミド電気泳動　（SDS－
PAGE）14）にて，分子量に一致した単一なバンドと
して得られ，さらに，そのバンドは抗ヒトXIII因子
aサブユニット血清を用いたイムノブロッティング
にてa2と確認された．また純化a2の蛋白濃度は分
子吸光係数（E28。。m）13．8より換算した1）．
　2．IgGタイプ抗ヒトXIII因子aサブユニット
　　モノクローナル抗体（M13・8A4）の作製
　Kdhler＆Milsteinlo）11）の方法に準じてMAbを
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作製した．
　抗原は，HPLCを通す前の粗純化a、を300μg／
mlに調製したものを用いた．初回免疫として，抗原
0．5mlと完全フロインドアジュバント（GIBCO並
製）0．5m1を乳化し，20週齢のBALB／cマウス♀
の皮下に免疫注射した．次に，抗原0．5m1と不完全
フロインドアジュバント0．5ml（GIBCO社製）を
乳化し，マウス皮下に免疫注射した．免疫注射は，
初回を含め2週間毎に合計12回行った．イムノブロ
ッティングにてマウスの血清中のlgGがa2を認識
しているのを確認し，さらに，前回免疫から10日後
に追加免疫として抗原1m1の原液をマウスに腹腔
内注射し，ブーストをかけた．ブースト4日後のマ
ウスの脾細胞とマウスミエローマ細胞（P3／NSI－1－
Ag－4－1）を，ポリエチレングリコール（MERCK社
製）を用いて細胞融合した12）．
　HAT培地での養成ハイブリドーマの培養上清13）
を1次抗体として，純化a2をコーティングしたマイ
ク八雲イタープレートに添加し，ALP標識抗マウス
IgG抗体を2次体として，　ELISAを用いてIgGタ
イプのみをスクリーニングし，限界希釈法にてクロ
ーニングした．さらに，スクリーニングおよびクロ
ーニングを繰り返した．
　得られたハイブリドーマをあらかじめ0．5m1の
プリスタン（2，6，10，14一テトラメチルペンタデカ
ン，Aldrich仁恕）を投与したBALB／cマウスの
腹腔内で培養し，産生された腹水を，アフィゲルプ
ロティンAMAPS－IIキットにて純化した後，20
mM　Tris，　150　mM　NaCl，　pH　7．4　（Tris　buffered
saline：TBS）を用いて透析したところ，分子吸光係
数（E28。。m）13，6より換算して約1．2mg／mlの高濃
度のM13－8A4を得た．
　このM　13－8　A4はSDS－PAGE14）にて，マウス
IgGの分子量に一致したバンドとして確認され，さ
らに，イムノブロッティングにて80－kDaのaサブ
ユニットを認識した．
　3．　ELISA
　コーティング法：抗原蛋白をコーティング用緩衝
液（0．05M炭酸緩衝液，　pH　9．6）で適宜希釈し，
マイクロタイタープレートの各ウェルに100μ1ず
つ添加し，4℃で12時間インキュベートした．
　洗浄法：0．05％Tween　20を含むTBS（TBS－T）
にて5回洗浄した．
　希釈法：1％BSAを含むTBS－Tにて検体および
表1ELISAを用いたM13－8A4のIgGサブ
　　クラスおよびL鎖のタイプの決定
2次抗体 Abs．405　nm
ALP標識抗マウスIgG1抗体 0，522
ALP標識抗マウスIgG2a抗体0，007
ALP標識抗マウスIgG，b抗体 0，003
ALP標識抗マウスIgG3抗体 0，003
抗マウスκ鎖家兎血清 0，577
抗マウスλ鎖家兎血清 0，020
抗体を適宜希釈した．
　発色および吸光度測定法：ALP標識抗体を用い
た場合は，1mM　MgC12を含む0．1M炭酸緩衝液，
pH　9．8にて0．5mg／mlに調製したρNPP溶液を
酵素基質として発色後，3NNaOHで反応を停止さ
せ405　nmにて吸光度を測定した．ビオチン標識抗
体を用いた場合は，さらに，ALP標識ストレプトア
ビジンを添加後，発色させた．
　4．SDS・PAGE14）およびイムノブロッティング
　適宜調製した試料蛋白を，試料用緩衝液（25mM
Tris－HCI，　100／o　Grycerol，　30／o　SDS，　50／o　DTT，　O．1％o
BPB，　pH　6．8）で等量混和後，加熱還元して10μ1ず
つ自家製3－12％ポリアクリルアミドゲルにサンプ
リングし，泳動用緩衝液（25mM　Tris，192　mM
GIycine，0．1％SDS）を用いて定電流30　mAで約
45分間電気泳動（SDS－PAGE）した．
　泳動後のゲルを転写用緩衝液（25mM　Tris，192
mM　Glycine，20％Methano1，　pH　8．3）を用いて，
ウエスタンプロッティングにて定電流200mAで
1時間イモビロン膜に転写した．
　転写後のイモビロン膜上に試料蛋白を認識する1
次抗体及び，2次抗体としてビオチン標識抗体を反
応させ，アビジンービオチン化ワサビペルオキシダ
ーゼ複合体を用いて，ペルオキシサーゼ基質溶液に
て発色させるABC法15）にて解析した．
　5．XIII因子活1性の測定
　抗体中和法16）：まず一定量の被検血漿に段階希釈
した抗XIII因子抗体を加え，　XIII因子活性を中和
する．その後で，中和されていない残存XIII因子の
活性を利用する．すなわち，トロンビン・カルシウ
ムによって活性化した残存XIII因子で，被検血漿中
のフィブリノゲンをフィブリン塊とし，その1％モ
ノクロール酢酸に対する溶解性を観察する．測定に
は，XIII因子テストキットを用いた．
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図1．a，　a’，　a”（56－kDaおよび24－kDaフラグメン
　　ト）24）の抗ヒトXIII因子aサブユニット血清
　　を用いたイムノブロティング
　a2：8＃g／ml
　a’2：a2にトロンビンを添加し，室温で10分間反
　　応させて作成した（終濃度：a28μg／ml，トロン
　　ビン1U／m1）．
　a”2：a2にトロンビンを添加し，37℃で30分間反
　　応させて作成した（終濃度：a235μg／ml，トロン
　　ビン100U／m1）．
　　上記試料を加熱還元してサンプリングした．
　　Lane　1，2，3は順にa”，　a’，　aを示す．
　モノダンシルカタベリン（MDC）取り込みゲル濾
過法17）：XIII因子のトランスグルタミナーゼ活性を
利用し，トロンビン・カルシウムによってカゼイン
と結合したMDCから，ゲル濾過法を用いて非結合
MDCの分離を行い，結合物の蛍光強度を測定する
手法でXIII因子活性を求める．測定には，イアトロ
ーFL　F．　XIIIキットを用いた．
IV．結 果
　1．ELISAを用いたM13・8　A4のIgGサブクラ
　　スおよびL鎖のタイプの決定
　純化a2を各ウェルに1μgずつコーティングした
マイクロタイタープレート上に1次抗体として
M13－8　A　4を，2次抗体としてALP標識抗マウス
IgGサブクラス（IgG、，　IgG2。，　IgG2b，　IgG3）抗体を
添加して，ρ　NPP溶液を酵素基質として発色後，405
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図2：a，a’，a”のM13－8A4を用いたイムノブロ
　　ティング
　試料の調整は図1に示したものと同様に行った．
　　Lane　1，2，3は順にa”，　a’，　aを示す．
魁繍。
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nmにて吸光度を測定した．
　同様に，1次抗体としてM13－8A4を，2次抗体
として抗マウスκ鎖およびλ鎖血清を，3次抗体
としてビオチン標識抗ラビットIgG抗体を，さらに
ALP標識ストレプトアビジンを順に添加し，ρ
NPP溶液を酵素基質として発色後，405　nmにて吸
光度測定した．
　結果として，2次抗体としてALP標識抗マウス
IgG1抗体及び抗マウスκ鎖血清を用いたもののみ
が明かな発色を示した．すなわち，M13－8　A　4はサ
ブクラスがlgG、で，　L鎖のタイプがκ型と決定し
た（表1）．
　2．イムノブロティングによるM13・8A4の確認
　　試験およびエピトープの決定
　適宜調製したa2，　a2’，　a2”をSDS・PAGEで展開後，
ウェスタンプロッティングによってイモビロン膜に
転写した．転写後のイモビロン膜上に，1次抗体とし
て抗ヒトXIII因子aサブユニット血清及びM13－
8A4を，2次抗体としてビオチン標識抗体を反応
させたものを，ABC法にて発色した．
　結果として，抗ヒトXIII因子aサブユニット血
清がa，a’，56－kDaフラグメント，24－kDaフラグメ
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図3：競合法によるa、，a’2，　a＊2に対するM13－8
　　A4の親和性の検討
　下記試料の濃度を1×として競合法を行った．
　a2：10　ptg／ml
　a’、：a，にトロンビンを添加して室温にて10分間
　　反応させた後，ヒルジンにてトロンビンを失活
　　させ作成した（終濃度：a、10μg／m1，トロンビン
　　5U／ml，ヒルジン25　U／ml）．
　a＊2：a2にトロンビン・カウシウムを添加して室温
　　で10分間反応させた後，ヒルジンにてトロンビ
　　ンを失活させて作成した（終濃度：a、10μg／ml，
　　トロンビン5U／ml，　CaC1210　mM，ヒルジン25
　　U／ml）．
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図4：競合法によるa2b2，　a’2b2，　a“2＆b、に対する
　　M13－8　A4の親和性の検討
　図3に示した手法と同様に作成した下記試料の濃
　　度を1×として競合法を行った．
　a2b，：19μg／ml（a、含有量：約10μg／ml）
　a’2b2：終濃度a2b219μg／ml，トロンビン5U／ml，
　　ヒルジン25U／ml
　a＊2＆b、：終濃度a、b、19μg／m1，トロンビン5U／
　　ml，　CaC1210　mM，ヒルジン25　U／ml
ントを認識したのに対し，M13－8A4はa，　a’，24－
kDaフラグメントを認識した．したがって，　M　13－
8A4は，種々の分子立体構造におけるXIII因子a
サブユニットを認識し，24－kDaフラグメントにエ
ピトープが存在することが示された（図1，図2）．
　3．競合法による種々の分子立体構造における
　　XIII因子に対するM13・8　A4の親和性の検討
　適宜調整したa2，　a’2，　a＊2および，　a2b2，　a’2b2，　a＊2
＆b2で，それぞれ1倍から64倍までの倍数希釈系
列を作成した．
　各々の倍数：希釈系列の試料100μに対し4000倍
希釈したM13－8A410μ1を添加して室温で5分
間反応させた後，純化a2を各ウェルに1μgずつコ
ーティングしたマイクロタイタープレートに，その
100μ1をそれぞれ添加し，37℃で1時間インキュベ
ートした．次に2次抗体として2000倍希釈した
ALP標識抗マウスIgG抗体を各ウェルに100μ1ず
つ添加し，ρNPP溶液を酵素基質として発色させ，
405nmにて吸光度を測定した．
　結果として，純化系においてM13－8A4は，　a2，
a＊Q，a’Qの順に親和性が強いことが示された．同様
に，血漿中においてもa、b、，　a＊、＆b、，　a’2b2の順に
親和性の強いことが示された（図3，図4）．
　4．M13・8　A4によるXIII因子活性阻害の有無の
　　検討
　抗体中和法16）に準じて検討した．M13－8A4と
対照の純化マウスIgGを生理食塩水にて5倍希釈
したものを原液とし，それぞれ1倍から128倍まで
の倍数希釈系列を作成し，これを抗XIII因子抗体と
して抗体中和法を行った．さらに，モノダンシルカ
タベリン（MDC）取り込みゲル濾過法17）に準じて
検討した．まず，M13－8　A4の1倍から128倍まで
の倍数希釈系列を作成した．標準血漿100μ1に対し
希釈系列の試料10μ1を混和し，室温で30分間反応
させたものを検体とし，MDC取り込みゲル濾過法
にてXIII因子活性を測定した．
　結果として，抗体中和法では，M13－8A4添加検
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体は対照の純化マウスIgG添加検体と同様に，フィ
ブリン塊の溶解を認めなかった．また，MDC取り込
みゲル濾過法では，M　13－8　A　4原液でもXIII因子
活性を20％程度しか低下させなかった．したがっ
て，M13－8　A　4によるXIII因子活性阻害はほとん
ど認めなかった．
V．考 察
　これまでの報告では，酵素原であるXIII因子a
サブユニットに対するモノクローナル抗体は，ほと
んどのものがIgMタイプであった．　G．　Lynchらの
報告6）では，6回の免疫と4回の細胞融合で23個の
クローンを得たが，すべてIgMタイプであった．最
近になって，IgGタイプの報告が1例のみ認められ
るが，そのエピトープおよび特性の詳細な解析はな
されていない18）．
　IgGタイプは分子量が小さく，凍結融解に安定で，
しかも一般に親和性ηならびに抗原特異性が高い
ため扱い易い．したがって，抗原蛋白の免疫組織化
学的解析等にも有利であり，ELISA等に用いてもバ
ックグラウンドが低いため，高い精度で抗原蛋白の
定量が可能である．
　今回著者はIgG産生ハイブリドーマの割合を上
げるために，追加免疫も合わせると合計13回，24週
にもおよぶ長期免疫を行った．そして，イムノブロ
ッティングにてマウスの血清中のIgGがXIII因子
aサブユニットを認識しているのを確認した後，マ
躰スの脾細胞とミエローマ細胞の細胞融合を行っ
た．
　さらに，得られたハイブリドーマが産生する抗体
を抗マウスIgG抗体を2次抗体として用いた
ELISAを用いてIgGタイプのみをスクリーニング
することによって，サブクラスがIgG、で，　L鎖の
タイプがx型のIgGタイプ抗仁トXIII因子aサブ
ユニットモノクローナル抗体（M　13－8　A4）の作製
に成功した．
　G．Lynchらによって得られたIgMタイプのモノ
クローナル抗体は，酵素原としてのa，よりもアクチ
ベーションペプチドが遊離したa’2や酵素活性を持
つa’2に親和性が強く，そのXIII因子活性阻害は
親和性と相関しないものであった6）．
　これに対して，著者が得たM13－8A4は純化系
において，すべての分子立体構造におけるXIII因子
aサブユニットを認識したが，むしろ酵素原として
のa2に親和性が強かった．また，　XIII因子活性阻
害はほとんど示さなかった．
　N。Takahashiらの報告19）では，胎盤由来のXIII
因子aサブユニットは730個のアミノ酸から成る
ポリペプチドであり，その活性化はまず最初のトロ
ンビンの限定分解によってArg－37とGly－38が切
断されることで，N末端から4－kDaのアクチベー
ションペプチドが遊離し，引き続いてカルシウムイ
オン依存性に立体構造の変化が起こり，活性基であ
るCys－314が露出されるとしている．さらに次のス
テップのトロンビンの限定分解によって，Lys－513
とSer－514が切断されることで，その活性を失い，
N末端側の56－kDaフラグメントとC末端側の24
－kDaフラグメントになるとしている．
　C．S．Greenbergらの報告20）では，1251一血小板
XIII因子aサブユニットをトロンビンまたはトリ
プシンで限定分解することで1251－51－kDaフラグメ
ントとラベルされていない19－kDaフラグメントを
作成し，それぞれを純化したところ，51－kDaフラグ
メントとなった後でも，70％以上がフィブリンと結
合したが，19－kDaフラグメントはまったく結合し
なかったとしている．
　今回著者が得たM　13－8　A4はイムノブロッティ
ングにて，活性基の存在しない24－kDaフラグメン
トにエピトープが存在することが確認されている．
　したがって，M13－8　A　4はXIII因子活性阻害を
ほとんど示さなかったものと考えられた．また，純
化系において，すべての分子立体構造におけるXIII
因子aサブユニットを認識したが，アクチベーショ
ンペプチドが遊離したa’2や酵素活性を持つa’2よ
りも，むしろ酵素原としてのa2に親和性が強かった
のは，活性化に伴う立体構造変化の影響で抗原性が
変化したためと考えられた．
　今後は，トロンビン・カルシウム処理にて活性基
の露出したXIII因子を抗原として免疫することで，
XIII因子活性阻害を示し，56－kDaフラグメントに
エピトープが存在するIgGタイプのモノクローナ
ル抗体を作製し，M　13－8　A　4と併せてXIII因子の
構造及び機能のより詳細な解析に応用したい．
VI．結 論
　1．IgGタイプ抗ヒトXIII因子aサブユニットモ
ノクローナル抗体（M13－8A4）の作製に成功した．
　2．M　13－8　A　4はサブクラスがlgG1で，　L鎖の
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タイプがx型であった．
　　3．M13－8　A　4は活性基の存在しないXIII因子
aサブユニットの24－kDaフラグメントにエピトー
プが存在した．
　　4．M13－8　A4はすべての分子立体構造におけ
るXIII因子aサブユニットを認識したが，アクチ
ベーションペプチドが遊離したa’2や酵素活性を持
つa＊2よりも，むしろ酵素原としてのa2に親和性
が強かった．
　　5。M13－8　A　4はXIII因子活性阻害をほとんど
示さなかった．
　　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
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